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アユの細菌性冷水病に対する感染防御抗原の同定 
 
○南 俊伍（海洋大）・鈴木究真・新井 肇・渡辺 峻（群馬水試）・佐野元彦・加藤豪
司（海洋大） 
 
【目的】Flavobacterium psychrophilumによる細菌性冷水病は、アユの養殖業および
放流事業において多大な被害を及ぼしており、本病に対する効果的なワクチンの開発が
求められている。これまでに、細菌性冷水病の感染耐過魚血清により認識される F. 
psychrophilumの抗原タンパク質が複数同定されている。そこで、本研究では、上記の
抗原タンパク質のうち、膜結合型および分泌型の抗原タンパク質 8 種類
（ aminopeptidase, Flavo-specific antigen A, FP0073, FP0139, FP1387, Outer 
membrane protein A, Xaa-Pro dipeptidyl-peptidase, M48 family metalloprotease）の
細菌性冷水病に対する感染防御効果を検討した。 
 
【方法】F. psychrophilumの抗原タンパク質 8種類（膜結合型：5種、分泌型 3種）をク
ローン化し、大腸菌による実験系を用いて組換えタンパク質を作製した。これらの組換
えタンパク質を抗原として使用し、油性アジュバント（ISA763A）と混合してアユの腹
腔内に接種した。同様に、F. psychrophilumのホルマリン不活化菌体（FKC）および PBS
をそれぞれ陽性対照および陰性対照としてアユに接種した。ワクチン接種後 3週間もし
くは 6週間アユを飼育し、1.0×106 CFU/mLの F. psychrophilumを腹腔内注射して攻撃
試験を行った。 
 
組換えタンパク質ワクチンの作製方法は、まず PCR により抗原遺伝子を増幅させ、
pET32(+)ベクターに組み込み発現プラスミドを作製した。そのプラスミドを大腸菌
BL21(DE3)に形質転換し、発現させ、精製を行い組換えタンパク質ワクチンとした。タ
ンパク質の発現は、SDS-PAGEおよびウエスタンブロットで確認した。作製したワクチ
ンはアジュバント（ISA763A）と重量比 7：3で混合し使用した。1回目のワクチン試験
では FspAは 2.67µg/fish、HP FP1387は 1.00µg/fish、および OmpAは 0.60µg/fishで接種
し 3週間飼育後、F. psychrophilum（GMA0330）で攻撃試験を行った。2回目のワクチン
試験は、1回目の試験で効果が高かった 3つのワクチンをすべて 3µg/fishになるように
接種し 3 週間飼育後に攻撃試験を行った。また 3 回目のワクチン試験では FspA は
10.60µg/fish、HP FP1387は 4.00µg/fish、および OmpAは 5.73µg/fishで接種し、6週間飼
育後に攻撃試験を行った。 
【結果】1回目のワクチン試験では、PBSアジュバントの死亡率が 59％に対して、OmpA
の死亡率は 37％、HP FP1387 の死亡率は 37％、および FspA の死亡率は 29.4％であっ
た。5月 26日から 6週間飼育後のワクチン試験では PBSアジュバントの死亡率は 80％
なのに対して、OmpAの死亡率は 30.8％であった。 
